Study on construction of Candida antarctica lipase B surface display system and fermentation process optimization by 岳凯丽
  
学校编码：10384                                分类号      密级      0 
学    号：20620141151476                                   UDC     0 
 
 
硕士学位论文 
南极假丝酵母脂肪酶 B表面展示系统的构
建及发酵工艺优化的研究 
Study on construction of Candida antarctica lipase B surface 
display system and fermentation process optimization 
岳凯丽 
指导教师姓名：  姚传义  副教授 
   企业指导老师：  江朝钦 高级工程师 
        企业导师单位：  厦门欧米克生物科技公司 
专 业 名 称：   化  学  工  程 
论文提交日期：  2 0 1 7 年  5 月 
论文答辩时间：  2 0 1 7 年  5 月 
学位授予日期：  2 0 1 7 年  6 月 
答辩委员会主席：      0 
评    阅    人：      0 
2017 年 6 月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下，独立完成的研究成
果。本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均
在文中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学
术活动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                             ）题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的
资助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号内填写
课题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作
特别声明。） 
 
声明人（签名）： 
                   年   月   日 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办
法》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交
学位论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书
馆及其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国
博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和
摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于    年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应是
已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委员
会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为公
开学位论文，均适用上述授权。） 
 
声明人（签名）： 
年   月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
目录 
摘要 ............................................................................................................. I 
Abstract ................................................................................................... III 
第一章 综述 .............................................................................................. 1 
1.1 微生物表面展示系统研究现状 ........................................................................ 1 
1.1.1 噬菌体表面展示系统.................................................................................. 1 
1.1.2 酵母表面展示系统...................................................................................... 2 
1.1.3 细菌表面展示系统...................................................................................... 2 
1.2 脂肪酶研究现状 .............................................................................................. 10 
1.2.1 脂肪酶........................................................................................................ 10 
1.2.2 CALB（Candida Antarctica lipase B）来源及应用 ................................ 11 
1.2.3 CALB 结构及催化性质 ............................................................................ 13 
1.2.4 CALB作用机理 ......................................................................................... 15 
1.2.5 CALB表面展示重组菌的表达 ................................................................. 16 
1.3 选题意义及研究内容 ...................................................................................... 17 
第二章 材料与方法 ................................................................................ 18 
2.1 实验材料与仪器 .............................................................................................. 18 
2.1.1 主要试剂与仪器........................................................................................ 18 
2.1.2 菌种、质粒和引物.................................................................................... 18 
2.1.3 培养基........................................................................................................ 19 
2.1.4 标准溶液.................................................................................................... 20 
2.2 CALB的重组质粒的构建 ............................................................................... 22 
2.2.1 Simple Cloning 方法的原理 ...................................................................... 22 
2.2.2 目的片段及载体片段的线性化 PCR ........................................................ 23 
2.2.3 琼脂糖凝胶电泳......................................................................................... 25 
2.2.4 DNA 纯化 ................................................................................................... 25 
2.2.5 POE-PCR .................................................................................................... 26 
2.2.6 化学法感受态的制备................................................................................ 27 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
2.2.7 POE-PCR重组多聚体的化学转化 ........................................................... 27 
2.2.8 提取质粒.................................................................................................... 28 
2.2.9 验证............................................................................................................ 28 
2.2.10 保种.......................................................................................................... 29 
2.3 重组菌的表达与表征分析 .............................................................................. 30 
2.3.1 重组菌的表达............................................................................................ 30 
2.3.2 SDS-PAGE电泳 ......................................................................................... 30 
2.3.3 验证表面展示的方法................................................................................ 30 
2.4 摇瓶发酵 .......................................................................................................... 31 
2.5 分析方法 .......................................................................................................... 31 
2.5.1 生物量检测................................................................................................ 31 
2.5.2 CALB酶活测定与分析方法 ..................................................................... 31 
第三章 重组质粒的构建与重组菌的表达 ............................................ 34 
3.1 引言 .................................................................................................................. 34 
3.2 CALB重组质粒构建 ....................................................................................... 34 
3.3 CALB的重组菌的表达 ................................................................................... 40 
3.4 CALB表面展示的证明 ................................................................................... 44 
3.5 CALB活性检测分析 ....................................................................................... 45 
3.5.1 CALB的定性测定分析 ............................................................................. 45 
3.5.2 表面展示 CALB的水解活力测定分析 ................................................... 46 
3.6 小结 .................................................................................................................. 48 
第四章 重组大肠杆菌摇瓶发酵生产 CALB的条件优化 ................... 49 
4.1 引言 .................................................................................................................. 49 
4.2 大肠杆菌摇瓶发酵培养基成分的优化 .......................................................... 49 
4.2.1 摇瓶发酵基础培养基的选择.................................................................... 49 
4.2.2 碳源对表达 CALB的影响 ....................................................................... 51 
4.2.3 氮源对表达 CALB的影响 ....................................................................... 52 
4.2.4 MgSO4对表达 CALB的影响 ................................................................... 56 
4.2.5 混合微量元素对表达 CALB的影响 ....................................................... 56 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
4.3 大肠杆菌摇瓶发酵条件的优化 ...................................................................... 57 
4.3.1 加诱导剂时机对表达 CALB的影响 ....................................................... 57 
4.3.2 诱导时间对表达 CALB 的影响 ............................................................... 58 
4.3.3 诱导剂浓度对表达 CALB 的影响 ........................................................... 59 
4.3.4 诱导温度对表达 CALB 的影响 ............................................................... 60 
4.3.5 培养基初始 pH对表达 CALB的影响 .................................................... 60 
4.3.6 接种量对表达 CALB的影响 ................................................................... 61 
4.3.7 培养基体积对表达 CALB 的影响 ........................................................... 62 
4.4 小结 .................................................................................................................. 63 
第五章 总结与展望 ................................................................................ 64 
5.1 总结 .................................................................................................................. 64 
5.2 展望 .................................................................................................................. 65 
参考文献 .................................................................................................. 66 
附录 ........................................................................................................... 73 
附录一 主要试剂.................................................................................................... 73 
附录二 主要仪器.................................................................................................... 76 
附录三 本研究所用引物........................................................................................ 77 
附录四 pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21(DE3)的生长曲线................................. 77 
致谢 ........................................................................................................... 78 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
CONTENTS 
 
CONTENTS 
Chinese abstract ........................................................................................ I 
Abstract ................................................................................................... III 
Chapter 1 Introduction ............................................................................ 1 
1.1 Introduction of microbial surface display system ........................................... 1 
1.1.1 Phage surface display system ........................................................................ 1 
1.1.2 Yeast surface display system ........................................................................ 2 
1.1.3 Bacterial surface display system ................................................................... 2 
1.2 Introduction of lipase ....................................................................................... 10 
1.2.1 Lipase .......................................................................................................... 10 
1.2.2 The source and application of CALB ......................................................... 11 
1.2.3 The structure and catalytic characteristics of CALB .................................. 13 
1.2.4 The catalytic mechanism of CALB ............................................................. 15 
1.2.5 Cell surface display of CALB ..................................................................... 16 
1.3 The significance and content of this study ..................................................... 17 
Chapter 2 Materials and methods ......................................................... 18 
2.1 Materials and instruments .............................................................................. 18 
2.1.1 Chemicals and instruments ......................................................................... 18 
2.1.2 Bacterial strains, plasmids and primers ...................................................... 18 
2.1.3 Culture medium .......................................................................................... 19 
2.1.4 Standard solution ........................................................................................ 20 
2.2 Construction of CALB recombinant plasmid ............................................... 22 
2.2.1 Construction of CALB recombinant plasmid ............................................. 22 
2.2.2 Linearization PCR of insert and vector  ..................................................... 23 
2.2.3 Agarose gel electrophoresis ........................................................................ 25 
2.2.4 DNA purification ........................................................................................ 25 
2.2.5 POE-PCR .................................................................................................... 26 
2.2.6 Chemical competent cell preparation .......................................................... 27 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
CONTENTS 
2.2.7 Chemical transformation of POE-PCR multimers ...................................... 27 
2.2.8 Extraction of plasmid DNA ........................................................................ 28 
2.2.9 Identification of recombinant plasmid ........................................................ 28 
2.2.10 Strain preservation .................................................................................... 29 
2.3 Recombinant expression and characterization ............................................. 30 
2.3.1Recombinant expression .............................................................................. 30 
2.3.2 SDS-PAGE analysis.................................................................................... 30 
2.3.3 Identification of surface display of CALB .................................................. 30 
2.4 Shake flask culture ........................................................................................... 31 
2.5 The methods of analysis................................................................................... 31 
2.5.1 Determinations of biomass ......................................................................... 31 
2.5.2 Determinations and analysis of CALB activity .......................................... 31 
Chapter 3 Construction of recombinant plasmids and expression of 
recombinant bacteria .............................................................................. 34 
3.1 Introduction ...................................................................................................... 34 
3.2 Construction of CALB recombinant plasmids .............................................. 34 
3.3 Analysis of CALB expression of recombinant bacteria................................ 40 
3.4 Identification of surface display of CALB ..................................................... 44 
3.5 Determinations of CALB activity ................................................................... 45 
3.5.1 Qualitative analysis of CALB ..................................................................... 45 
3.5.2 Analysis of hydrolysis activity of CALB.................................................... 46 
3.6 Summary ........................................................................................................... 48 
Chapter 4 Optimization of fermentation conditions for shake flask 
fermentation of E. coli ............................................................................ 49 
4.1 Introduction ...................................................................................................... 49 
4.2 Optimization of culture medium composition for shake flask fermentation 
of E. coli................................................................................................................... 49 
4.2.1 Selection of basal medium for shake flask fermentation ............................ 49 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
CONTENTS 
4.2.2 Effect of carbon source on expression of CALB ........................................ 51 
4.2.3 Effect of nitrogen source on expression of CALB ...................................... 52 
4.2.4 Effect of MgSO4 on expression of CALB .................................................. 56 
4.2.5 Effect of mixed trace elements on expression of CALB ............................ 56 
4.3 Optimization of fermentation conditions for shake flask fermentation of  
E. coli ....................................................................................................................... 57 
4.3.1 Effect of initial induction on the expression of CALB ............................... 57 
4.3.2 Effect of induction time on expression of CALB ....................................... 58 
4.3.3 Effect of inducer concentration on expression of CALB ............................ 59 
4.3.4 Effect of induction temperature on expression of CALB ........................... 60 
4.3.5 Effect of initial pH on expression of CALB ............................................... 60 
4.3.6 Effect of inoculums volume on expression of CALB ................................. 61 
4.3.7 Effect of medium volume on expression of CALB .................................... 62 
4.4 Summary ........................................................................................................... 63 
Chapter 5 Conclusion and prospect ...................................................... 64 
5.1 Conclusion ........................................................................................................ 64 
5.2 Prospect ............................................................................................................. 65 
References ................................................................................................ 66 
Appendix .................................................................................................. 73 
Appendix 1 Chemicals ............................................................................................. 73 
Appendix 2 Instruments ........................................................................................... 76 
Appendix 3 Primers used in this study .................................................................... 77 
Appendix 4 The growth curve of pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21(DE3) ............. 77 
Acknowledgement ................................................................................... 78 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
 I 
摘要 
南极假丝酵母脂肪酶 B（Candida antarctic lipase B, CALB）是一种优良的脂
肪酶，在很多合成反应中都表现出特异性和很强的脂肪酶催化活性，比如水解、
酯化、转酯反应等，因此广泛应用于手性化合物的拆分和有机物合成等领域。然
而，CALB 的表达量低和固定化工序复杂是导致 CALB 生产成本高的主要原因。
目前多采用毕赤酵母表面展示手段，将 CALB 的表达和固定化集于一体以生产
CALB。与毕赤酵母相比，大肠杆菌具有更短的发酵周期，因此利用大肠杆菌表
面展示 CALB更具有优势。 
Ag43 (Antigen 43, Ag43)是大肠杆菌 Va 型分泌系统分泌的单分子蛋白之一，
自身包含了使其从细胞内分泌到细胞外所必须的信息，因此，Ag43 可以自主转
运分泌并展示于细胞表面。目前，通过外源蛋白与 Ag43融合的手段已经将其发
展成为了可以表面展示外源蛋白的 Ag43自主转运系统。 
本课题以大肠杆菌 Ag43 自主转运系统为表达系统，通过基因工程方法将
CALB与 Ag43 融合表达，使 CALB表面展示于大肠杆菌细胞表面，并通过发酵
优化提高 CALB的产量，从而降低其制备成本。 
首先，本课题进行了能够表面展示 CALB 的 Ag43表面展示系统的构建及表
达分析。成功构建重组质粒 pTrc99a-Ag43'-WT-CALB、pTrc99a-Ag43'-NH-CALB、
pbad99a-Ag43'-D551-CALB和 pET28a-Ag43'-WT-CALB，将重组质粒转入了不同
的大肠杆菌宿主菌株。对阳性重组菌诱导表达并进行 SDS-PAGE 分析，发现只
有 pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21(DE3) 可 以 成 功 表 达 融 合 蛋 白
Ag43'-WT-CALB。pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21(DE3)阳性重组子经诱导表达及
胰蛋白酶处理全细胞后，进行 SDS-PAGE分析，证明 Ag43表面展示系统可以将
CALB展示于 BL21(DE3)细胞表面。接着，进行了 CALB的活性分析。CALB在
三丁酸甘油酯平板产生水解圈，由此可知融合蛋白中的 CALB具备活性。另外，
针对全细胞催化剂 pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21(DE3)进行了酶活体系优化，最
适水解底物为 pNPA，最适温度为 45 oC，最适 pH为 8.0。 
其次，本课题采用单因素实验对重组菌 pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21(DE3) 
摇瓶发酵培养基成分及发酵条件进行了系统优化。确定最佳培养基成分为：甘油
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15.0 g/L，胰蛋白胨 32.0 g/L，酵母粉 16.0 g/L，(NH4)2SO4 2.5 g/L，MgSO4 1.2 g/L，
KH2PO4 2.3 g/L，K2HPO4·3H2O 16.4 g/L，混合微量元素 0.5 mL/L。其中混合微
量元素母液  (g/L)：FeSO4·7H2O 2.8，MnCl2·4H2O 2，CoSO4·7H2O 2.8， 
CaCl2·2H2O 1.5，CuCl2·2H2O 0.2，ZnSO4·7H2O 0.3，溶于 1 mol/L HCl 中。确定
最佳发酵条件为：添加 IPTG时机为 7 h，诱导时间为 4 h，IPTG添加终浓度为
0.1 mM，最适诱导温度为 30 oC，培养基初始 pH为 7.6，接种量为 1.00% (v/v)，
装液量为 35 mL/250 mL。经发酵优化后，生物量由 6.32提升至 8.36（OD600吸
光值），酶活由 107.2U/mL提升至 468.4U/mL。由此可知，优化后生物量及酶活
均显著提高。 
 
关键词：南极假丝酵母脂肪酶 B；重组表达；Ag43表面展示系统；工艺优化
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Abstract 
Candida antarctica lipase B (CALB), an excellent lipase which shows great 
substrate specificity and strong catalytic activity in a number of synthetic reactions, 
such as hydrolyzation, esterification and transesterification, is widely used in the 
resolution of chiral compounds and organic synthesis. Low expression of CALB and 
the complicated immobilization process are the main reasons for the high price of 
CALB. Many researches based on Pichia pastorisshowsthe surface displayof CALB  
is a promising way to solve this problem. Due to its shorter fermentation period,    
E. coli has more advantages than Pichia pastorison cell surface display of CALB. 
Ag 43 (Antigen 43) is a member of the monomolecular protein family secreted by 
the Va secretion system of Escherichia coli. Ag43 is an auto-transporter protein, 
which contains all information required for transporting to the outer membrane and 
secretion through the cell envelope. By fusing foreign protein with Ag43, Ag43 
auto-transport system has been developed as an efficient and versatile tool for surface 
display of heterogeneous protein. 
In this study, Ag43 auto-transporter system is used as the expression system to 
display CALB on the E. coli cell surface by fusing CALB with Ag43 through genetic 
engineering method.To increase the yield of CALB and reducing its preparation costs, 
optimization of fermentation process was also performed.  
Firstly, the gene encoded CALB was constructed into vector with Ag43. The 
recombinant plasmids pTrc99a-Ag43'-WT-CALB, pTrc99a-Ag43'-NH-CALB, 
pbad99a-Ag43'-D551-CALB and pET28a-Ag43'-WT-CALB were successfully 
constructed by gene cloning technology and were transformed into different E. coli 
competent cells. SDS-PAGE analysis of recombinant expression sample showed that 
pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21 (DE3) could successfully express the fusion protein 
Ag43'-WT-CALB. After the expression of recombinants, whole cells were treated 
with trypsin and SDS-PAGE analysis. It was proved that the Ag43 surface display 
system could display CALB on the BL21 (DE3) surface. Then, the activity of CALB 
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in the fusion protein was analyzed. The tributyl butyrate ester plate has hydrolysis 
circle, indicating that CALB in the fusion protein has its natural activity. In addition, 
the optimum substrate of pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21 (DE3) whole cell catalyst 
was found to be pNPA, and the optimum pH and temperature of this whole cell 
catalyst were 8.0 and 45 oC. 
Secondly, our research optimized the culture medium and the fermentation 
conditions of the recombinant strain pET28a-Ag43'-WT-CALB/BL21 (DE3) by 
single factor experiment. The optimum medium was composed of (g/L): glycerol 15.0, 
tryptone 32.0, yeast powder 16.0, (NH4)2SO4 2.5, MgSO4 1.2, KH2PO4 2.3, 
K2HPO4·3H2O 16.4, trace element solution 0.5 mL/L. Trace element solution 
contained(g/L in 1 mol/L HCl): FeSO4·7H2O 2.8，MnCl2·4H2O 2，CoSO4·7H2O 2.8，
CaCl2·2H2O 1.5，CuCl2·2H2O 0.2，ZnSO4·7H2O 0.3. The optimal fermentation 
conditions were as follows: the time of adding IPTG was 7 h, the induction time was 
4 h, the final concentration of IPTG was 0.1 mM, the optimum induction temperature 
was 30 oC, the initial pH of culture medium was 7.6, the inoculation quantity was 
1.00% (v/v), the working volume was 35 mL in a 250 mL flask. The biomass 
(measured by the value of OD600) was increased from 6.32 to 8.36, and the enzyme 
activity increased from 107.2 U/mL to 468.4 U/mL after optimization. 
 
Keywords: Candida antarctica lipase B; Recombinant expression; Ag43 surface 
display system; Process optimization
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 1 
第一章 综述 
1.1 微生物表面展示系统研究现状 
基因工程技术的兴起，使得利用工程菌表达外源蛋白的生物技术也得到了发
展，其中 20世纪 80年代出现了微生物表面展示系统[1]。其基础原理是利用基因
工程技术，将编码特定锚定蛋白和功能性外源蛋白的基因序列整合到一起并转入
工程菌中，最终将锚定蛋白和功能性外源蛋白以融合蛋白的形式表面展示并锚定
在微生物细胞表面。其中融合蛋白中被展示的功能性外源蛋白仍然具备天然生物
活性和相对独立的空间结构。该系统将外源蛋白的表达和固定集于一体，可以实
现功能性外源蛋白的重复利用。因此，利用表面展示系统将酶展示于细胞表面，
相当于将酶固定化于微生物表面。与传统的固定化酶相比，该方法更加温和，且
有与共价键法相似的稳定性，因此受到学者的广泛关注。 
微生物表面展示系统逐渐发展，目前主要有噬菌体、酵母及细菌作为宿主的
表面展示系统。微生物表面展示系统在生物学的研究和生物科技工业领域的应用
非常广泛，包括活性疫苗的生产、从蛋白质突变库中选出特定的功能性蛋白、多
克隆抗体的生产、去除有害化学试剂及重金属吸附剂的生产、全细胞生物催化剂
的制备等领域[2]。 
1.1.1 噬菌体表面展示系统 
最早出现的表面展示系统就是噬菌体表面展示系统，早在 1985年 Smith 等[1]
就初次报道了通过噬菌体表面展示系统表达了与噬菌体外壳蛋白 PⅢ融合的功能
多肽。他们利用基因工程技术将外源蛋白抗原决定簇基因与噬菌体特定外壳蛋白
基因整合到一起，随着外壳蛋白的表达而将抗原决定簇表达并展示在噬菌体的外
壳表面。噬菌体表面展示系统的锚定蛋白主要有丝状噬菌体 M13、fd 及 f1 和细
菌噬菌体 T4、λ[3]。 
随着噬菌体表面展示系统的建立，出现了噬菌体表面展示文库技术，通过在
噬菌体表面展示多种不同的多肽，从而建立蛋白质文库。此外，利用噬菌体表面
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展示系统表达了多种蛋白并应用于多种领域，包括用于亲和性选择的目标受体蛋
白的表达，抗原表位筛选，药物研发，疫苗和诊断的抗原决定簇的表达和蛋白质
文库的建立等。然而，噬菌体表面展示系统的应用仍然有限。噬菌体自身因素导
致了该系统有很多的缺陷：带有外源蛋白的噬菌体的选择过程复杂；外源蛋白与
噬菌体的外壳蛋白融合后会影响噬菌体的感染能力；能够表面展示的外源蛋白的
种类和大小有限。 
1.1.2 酵母表面展示系统 
近年来，酵母表面展示系统迅速发展起来，它是一种真核蛋白表达系统，它
的细胞器与真核生物类似，因此蛋白质的合成及其分泌途径与真核生物最为接
近，尤其是功能性蛋白质的折叠与糖基化。这一特点使得更多的真核蛋白也能够
通过表面展示系统进行胞外表达，促进了酵母表面展示系统的发展。 
研究较多的表达宿主主要有酿酒酵母和毕赤酵母，锚定蛋白主要是 GPI 型和
Pir 型共价连接细胞壁的细胞壁蛋白，GPI 型主要有凝集素展示系统和絮凝素展
示系统。目前，应用最为广泛的是 α-凝集素表面展示系统[4]，α-凝集素 N-端通过
GPI 锚定在细胞膜上，α-凝集素 C端与外源蛋白形成融合蛋白从而使其展示在酵
母细胞的表面。絮凝素蛋白 Flolp与凝集素类似，也是一种细胞壁蛋白，它来源
于酿酒酵母。Kato 等[5]构建了含有 GPI 锚定序列的 Flolp C-端酵母细胞表面展示
系统。Pir型不含 GPI 锚定序列的锚定蛋白，可以利用温和碱抽提出来。Pir 型表
面展示系统[6]是通过 Pir 锚定蛋白的 C 端、N 端或插入方式与外源功能性蛋白融
合表达的。该系统已经成功将荧光蛋白和南极假丝酵母脂肪酶 B 等真核蛋白成
功展示于酵母细胞表面[7]。目前，酵母菌表面展示技术展现出了广阔的发展前景，
其可应用于生物催化剂、细胞吸附剂、环境治理、生物传感器、活疫苗、蛋白质
文库筛选、抗原/抗体库构建和癌症诊断等众多领域[7]。 
1.1.3 细菌表面展示系统 
（1）细菌表面展示系统的研究背景 
随着表面展示技术不断发展，出现了细菌表面展示系统，它可表达分子量较
大的外源蛋白且操作简单。该系统通常是将细胞表面蛋白或者它的部分片段作为
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运载蛋白，功能性目的蛋白作为被运输蛋白，它们以融合的方式将目的蛋白展示
于微生物表面，而融合方式有运载蛋白的 C端，夹层和 N端融合三种方式。 
表面展示外源蛋白的效率受到运载蛋白、宿主菌和被运载外源蛋白的影响。 
微生物表面展示系统中不同运载蛋白会导致宿主细胞的不同生理效应，为了
使构建成功的表面展示系统能够成功高效的表达外源蛋白，通常需要满足以下几
点：1）具有有效的信号肽，从而使翻译后不成熟的融合蛋白能够穿过细胞内膜；
2）具有很强的锚定结构，从而使融合蛋白能够锚定于细胞表面不脱落；3）具有
兼容性，外源蛋白基因序列插入到运载蛋白基因序列后，其基因不受影响可以正
常表达并行使其正常功能；4）融合位点应远离具有催化能力的活性中心。不同
类型的运载蛋白有不同特性，比如 S层蛋白，细菌鞭毛和外膜蛋白都是免疫刺激
的载体，可用它们来开发重组疫苗[8-10]。因此，要根据所需的功能蛋白来选择运
载蛋白。 
宿主菌的选择对外源蛋白的表达十分重要。宿主菌与外源目的蛋白之间的良
好兼容性可以使其成功表达，细菌细胞壁外的蛋白酶水解活力低有利于提高表面
展示蛋白量[11, 12]。人们对大肠杆菌遗传背景已经有清晰的认识，具有多种突变体
菌株、易于操作的基因工程手段及很高的转化率使大肠杆菌成为理想的宿主，并
最终应用于表面展示大片段多肽及蛋白质文库的筛选。 
不仅运载蛋白影响细菌对外源蛋白的表面展示，被转运蛋白也影响转运过程
及其最终的成功表达。被转运蛋白的构型对转运的过程影响很大，比如细胞周质
中，目的蛋白结构中的二硫键会影响它的转运；氨基酸序列中包含的许多带电残
基或疏水性残基最终会导致其不能有效的分泌；目的蛋白中的苯环残基也会使其
不能分泌从而不能够成功表面展示等[13, 14]。为了解决这些问题，可以根据目的
蛋白选择合适的运输蛋白进行有效的表面展示，也可以在不影响目的蛋白的功能
的情况下通过删除这些结构来使其有效展示。 
细菌表面展示系统主要有革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌表面展示系统。革兰
氏阳性菌表面展示系统由于其坚硬的细胞壁，不易致病性而得到了发展，报道显
示能够进行表面展示的宿主菌有 Staphylococci、Bacillus、Lactococcus 和
Mycobacterria 等[15-18]。常用的锚定蛋白通常有葡萄球菌蛋白 A (SpA)和 S层同源
区域(SLH)。SpA 蛋白包括了多种标准的细胞壁信号和易于跨细胞壁的片段，目
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